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Las benzodiacepinas son medicamentos ampliamente conocidos para manejar la 
ansiedad, el insomnio, la epilepsia, los espasmos musculares y algunos trastornos 
psiquiátricos. En Colombia, son las sustancias que más se utilizan con fines 
delictivos, dada la capacidad de poner a la víctima en incapacidad de resistir [1]. 
 
 
Las benzodiacepinas son fármacos depresores del Sistema Nervioso Central, 
ansiolíticos, sedantes e hipnóticos. Regularmente de utilidad clínica, se presentan 
en pacientes psiquiátricos. Importantes en el ámbito forense debido a su 
participación activa, en países como Colombia, en delitos sexuales y hurtos, 
donde se convierten en las sustancias de elección para poner en estado de 
indefensión a las personas, muy a pesar de ser controladas [1]. 
 
 
Dada al uso que se  le ha dado a las Benzodiacepinas en Colombia y la  
importancia de estas para los   análisis forenses el Instituto Nacional de Medicina 
Legal y Ciencias Forenses Regional Occidente tiene el deber de que todo sus 
análisis forenses posean estándares internacionales de calidad, para la 
identificación y cuantificación de Benzodiacepinas y sustancias relacionadas que 
conduzca a la correcta interpretación forense de  sus resultados y que dichos 
resultados sean fiables. 
 
 
Este proyecto pretende validar el método de extracción y la técnica instrumental 
para el análisis de Benzodiacepinas (análisis cualitativo de las muestras de orina 
por Cromatografía de Gases acoplado a Espectrometría de Masas) utilizada en el 
laboratorio de Toxicología Forense del Instituto Nacional de Medicina Legal y 
Ciencias Forenses Regional Occidente,  para que pueda ser introducido como 
prueba  en procedimientos penales, administrativos, contravencionales, de familia 















1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 
Un laboratorio de análisis debe contar con un amplio grupo de recursos físicos, 
locativos, humanos e intelectuales que le permitan asegurar la obtención de 
resultados altamente confiables. Si las medidas que se realizan en el ámbito de 
análisis no están respaldadas por un adecuado proceso de muestreo, de 
calibración, de instrumentos, de control en la calidad y manejo adecuado de 
reactivos y personal capacitado; no se podría  garantizar de alguna manera el 
reporte de resultados veraces y su propósito principal, la producción de informes 
periciales de excelente calidad como respaldo para impartir justicia. 
 
Para los laboratorios forenses, la responsabilidad en el reporte de resultados es 
preponderante ya que sus análisis sirven como prueba para dar certeza al juez de 
la comisión de un delito y por consiguiente, la imposición de la pena. El analista 
puede decir que ha determinado la presencia de Benzodiacepinas en una muestra 
de orina de una víctima, pero ¿cómo puede demostrar que los resultados 
obtenidos son confiables? La persona que solicita el análisis podría - una vez que 
cuenta con la respuesta-, juzgar si los límites de detección empleados para ese 
análisis fueron los adecuados o la manipulación de la muestra fue óptima [2]. Para 
comprobar dichos resultados, el analista debe suministrar evidencias sólidas, 
como por ejemplo, una hoja de vida del equipo en el cual se realizó la medición, 
los límites de detección instrumental y del método, un reporte de análisis 
estadístico de las mediciones de prueba que se realizaron con muestras y 
patrones para verificar la  efectividad del método y el monitoreo de las condiciones 
ambientales del laboratorio en el que se realizó el análisis; la óptima calidad de los 
reactivos soportada a través de un certificado de calidad y pureza expedido por el 
laboratorio productor y un análisis de incertidumbre del resultado obtenido; 
manuales y protocolos utilizados para realizar correctamente las practicas del 
laboratorio, entre otras. 
 
Por tales razones, se plantea la siguiente pregunta: 
 
¿Cuáles son las condiciones óptimas de extracción y los parámetros a determinar 
para establecer la validez de la técnica para confirmar benzodiacepinas y sus 
metabolitos en muestras de interés forense, empleando Cromatografía de Gases 
Acoplado a Espectrometría de  Masas (GC-MS) en el laboratorio de toxicología del 













Las benzodiacepinas son sustancias que, además de sus usos terapéuticos, son 
utilizadas con fines delictivos en diferentes casos como violaciones, robos, 
secuestros y asesinatos. Es importante su análisis debido a que su participación 
en alguno de los casos mencionados constituye un agravante de la pena [2]. 
 
La aplicación del nuevo Sistema Penal Acusatorio conlleva a un aumento en la 
exigencia en lo referente a la calidad de pruebas y ensayos realizados por las 
instituciones que cumplan funciones de investigación. En respuesta a esto, el 
Laboratorio de Química Forense del Instituto Nacional de Medicina Legal y 
Ciencias Forenses Regional Occidente está en proceso de validación de sus 
métodos de análisis con el fin de aportar pruebas reconocidas científicamente y 
que sirvan de soporte en el proceso judicial. Adicionalmente, las instituciones 
estatales están viviendo un proceso de mejoramiento de la calidad en la cual ha 
tomado gran importancia la acreditación de pruebas y ensayos en los laboratorios 
de análisis por medio de la Norma Técnica Colombiana ISO - IEC 17025[3]; cuya 
finalidad es demostrar que se opera un sistema de calidad técnicamente 
competente, en el cual sus métodos analíticos proporcionan resultados fiables y  
adecuados para su propósito o finalidad, ya que muchas de las decisiones legales 
que se toman están basadas en la información que estos resultados suministran. 
La validación de las técnicas, junto a otras actividades realizadas para asegurar la 
calidad, permite demostrar a los laboratorios que sus métodos analíticos 
proporcionan resultados fiables. 
 
Las técnicas deben validarse también para establecer por medio de estudios en 
laboratorio, una base de datos que demuestren científicamente que un método 
analítico tiene las características de desempeño que son adecuadas para cumplir 
los requerimientos de las aplicaciones analíticas pretendidas. Además  implica la 
demostración de la determinación de las fuentes de variabilidad y del error 
sistemático y al azar de  un procedimiento, no solo en la calibración sino en el 
análisis de muestras reales. La validación debe ser tan exhaustiva como sea 
necesario para responder a las necesidades de la aplicación en cuestión y a las 
condiciones del laboratorio en el que se realizan las pruebas. El laboratorio debe 
registrar los resultados obtenidos, el procedimiento usado para la validación y un 
protocolo de validación que demuestre que el método se ajusta al uso propuesto. 
Este proyecto pretende validar el método de extracción y la técnica instrumental 
para el análisis de Benzodiacepinas (análisis cualitativo de las muestras de orina 
por Cromatografía de Gases acoplado a Espectrometría de Masas) utilizada en el 
laboratorio de Química Forense del Instituto Nacional de Medicina Legal y 
Ciencias Forenses Regional Occidente, a fin de obtener resultados confiables, con 
límites de detección correctamente establecidos, respaldados por unas buenas 
prácticas de laboratorio que permitan  generar resultados con evidencias sólidas 
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contundentes y veraces, para que puedan ser utilizados en procedimientos 

















































3.1 OBJETIVO GENERAL 
 
 
Estandarizar y validar la metodología  para la confirmación de cuatro (4) 
benzodiacepinas (dextrometorphan, flunitrazepam, midazolam y oxazepam) y sus 
metabolitos en muestras de interés forense empleando Cromatografía de Gases 
Acoplado a espectrometría de Masas (GC-MS). 
 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Desarrollar un método de validación para buscar el cumplimiento del rigor 
estadístico de la prueba y optimizar las condiciones de extracción y de 
corrida cromatográfica. 
 
 Estimar y calcular los parámetros de idoneidad además  de los criterios de 
calidad analítica: Selectividad, especificidad, precisión, exactitud, linealidad, 
sensibilidad, limite de detección, limite de cuantificación, repetibilidad, 
reproducibilidad y porcentaje de recuperación,  tanto del sistema como del 
método. 
 
 Valorar los resultados obtenidos con los  parámetros estadísticos 
establecidos, de acuerdo a los criterios específicos para el caso estudiado y 

























Las benzodiacepinas (BZ) (benzo 1,4, diazepinas), son psicofármacos sintéticos, 
poseen en común las siguientes propiedades farmacológicas: Son ansiolíticas, 
sedativas, hipnóticas, miorrelajantes, anticonvulsivantes, son útiles en la 
medicación preanestésica y con dosis mayores como inductores de la anestesia 
general y para el mantenimiento de la misma (en realidad producen amnesia de la 
memoria reciente o anterógrada) [4]. 
 
Químicamente están constituidas por un sistema anular heterocíclico formado por 
la unión de un anillo bencénico (A) y un anillo (B) que contiene dos átomos de 
nitrógeno (ver figura 1), este es el anillo  diazepínico, las benzodiacepinas 
importantes contienen un sustituyente 5 arilo en el anillo C, (5-aril-1,4 
benzodiacepinas) la mayoría son 1,4 benzodiacepinas, aunque algunas tienen los 
N en 1,5 (Clobazam). Todas tienen sustituida la posición 7, además pueden tener 
sustituyentes en 1 y 3. La introducción de anillos adicionales ha dado lugar a 
series derivadas [4]. 
 





No se ha establecido una correlación definitiva entre la estructura química y la 
acción farmacológica de estos derivados. Se sabe que los diversos sustituyentes 
inducen cambios relativos en el espectro y potencia  farmacológica y en las 
propiedades farmacocinéticas que condicionan la distribución del fármaco y la 





4.2 CARACTERÍSTICAS FARMACOCINÉTICAS 
 
 
Las características farmacocinéticas de las benzodiazepinas van a depender en 
gran parte de los sustituyentes del anillo principal que determinarán en gran parte 
su liposolubilidad y metabolismo. 
 
 
4.2.1 Absorción. Las benzodiacepinas  se absorben muy bien por vía oral. La 
velocidad de absorción depende de la liposolubilidad (entre 30 y 240 minutos). El 
equilibrio plasma/SNC se alcanza rápidamente. Por vía intramuscular  la absorción 
es lenta e irregular.  En situaciones de emergencia (convulsiones) puede utilizarse 
la vía intravenosa.  
  
 
4.2.2 Metabolismo. Estos fármacos se metabolizan a nivel microsomal hepático 
por oxidación, desalquilación e hidroxilación. Después son conjugados con 
glucurónico o sulfato y posteriormente eliminados por el riñón [4]. 
 
 







C18H25NO = 271,4 g/mol 
 




Un polvo cristalino casi blanco o ligeramente amarillo. Punto de fusión 109 °C a 

















C16H12FN3O3 = 313,3 g/mol 
 
Denominaciones Comunes: Absint, Darkene, Flunimerck, Fluninoc, Flunipam, 
Flupam, Fluscand, Fluserin, Flutra,; Hypnodorm,Valsera. 
 




Color casi blanco o sólido cristalino de color amarillo pálido. Punto de fusión 170 
°C. Poco soluble en agua, soluble en 1 en 172 de etanol,  1 en 3 de cloroformo, 1 




Está indicado cuando el trastorno es grave, incapacitante o afecta de modo 
importante al paciente. 
 






C18H13ClFN3= 325,8 g/mol 
 
Denominaciones Comunes: Dormicum, Dormonid, Ipnovel; Midolam; Versed 
(incluye nombres de propiedad de sales de midazolam). 
 

















C15H11ClN2O2 =286,7 g/mol 
 
Denominaciones Comunes: Adumbran, Alepam, Alopam, Anxiolit, Azutranquil, 
Benzotran, Durazepam, Opamox, Oxanid, Oxapax, Oxepam, Praxiten, Serax; 
Serepax,  Seresta, Serpax, Sigacalm. 
 









4.4 CROMATOGRAFÍA DE GASES (CG) 
 
 
La cromatografía es un método físico de separación basado en la distribución de 
la muestra en dos fases. Una fase es el lecho estacionario de extensa superficie 
empacada apretadamente dentro de una columna. Esta es la fase estacionaria y 
puede ser un sólido o una delgada película líquida que recubre al sólido. La otra 
fase consiste en un gas o un líquido que percola sobre la fase estacionaria y 
alrededor de la misma. Esta fase se denomina fase móvil [5]. En el caso de la 
cromatografía de gases, la fase móvil es un gas inerte, su separación se basa en 
las diferencias en los puntos de ebullición y la temperatura de la columna. En la 
cromatografía de gases, la fase móvil se denomina gas transportador, ya que es 
un gas inerte cuya finalidad es transportar las moléculas de la muestra a través de 
la columna. En la cromatografía de gases se emplea el procedimiento de elusión; 
la muestra se añade a la columna y el gas puro que actúa de portador fluye 
continuamente. Esta técnica tiene la ventaja de que los picos de la muestra están 
rodeados por un gas transportador puro y cuando se concluye el análisis, la 
columna queda lista para otra muestra.  
 
 
4.4.1 Instrumentación para la cromatografía de gases (CG). Un cromatógrafo 
es el equipo instrumental para realizar una separación y cuantificación mediante 
cromatografía de elución en columna (ver figura 2). Actualmente, más de 30 
fabricantes de instrumentos ofrecen 130 modelos distintos de equipos de CG, con 
un precio que varía desde los 30.000 hasta 250.000 dólares. En las últimas 
décadas los fabricantes han mejorado sus componentes agregando primero 
integradores electrónicos y procesadores de datos basados en un computador. 
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Después ordenadores para el control automático de la mayoría de parámetros, 
como temperatura de la columna, caudales e inyección de la muestra, y el 
desarrollo de columnas abiertas que son capaces de separar gran cantidad de 
analitos en tiempos relativamente cortos [6]. 
 
 






4.4.1.1 Gas portador. Entre los gases portadores, que deben  ser químicamente 
inertes, se encuentran el helio, el nitrógeno y el hidrógeno. La elección de los 
gases esta con frecuencia determinada por el tipo de detector que se utiliza. Con 
el suministro de gas se encuentran asociados los reguladores de presión, 
manómetros y medidores de caudal. Además, el sistema de gas portador contiene 
a menudo un tamiz molecular para eliminar el aguo u otras impurezas [6]. 
 
Los caudales se controlan normalmente mediante un regulador de presión o de 
dos niveles colocado en el cilindro de gas, y algún tipo de  regulador de presión o 
regulador de  flujo instalado en el cromatógrafo. El intervalo de presión de entrada 
oscila normalmente entre 10 y 50 psi (por encima de la presión del entorno), lo que 
conduce a caudales de 25 a 150 mL/min con la columnas rellenas, y de 1 a 25 
mL/min en las columnas abiertas (columnas capilares). Generalmente, se supone 






4.4.1.2 Sistema de inyección. La eficacia de la columna requiere que la muestra 
sea de un tamaño adecuado y que sea introducida como un “tapón” de vapor; la 
inyección lenta de muestras demasiado grandes provoca un ensanchamiento de 
las bandas y una pobre resolución. El método más común de inyección de 
muestra implica el uso de una microjeringa para inyectar una muestra líquida o 
gaseosa a través de un diafragma o “septum”  de goma de silicona en una cámara 
de vaporización instantánea situada en la cabeza de la columna (la cámara de 
muestra normalmente está unos 50 °C por encima del punto de ebullición del 
componente menos volátil de la muestra). Para las columnas analíticas ordinarias 
el tamaño de muestra varía desde unas pocas decimas de microlitro a 20µL, las 
columnas capilares exigen muestras menores (10-3 µL); en estos casos se emplea 
un sistema divisor de la muestra que permite pasar a la cabeza de la columna 
solamente una pequeña fracción de la muestra, desechándose el resto [6]. 
 
 
4.4.1.3 Columna y horno de la columna. La columna efectúa la separación, 
siendo éste el objetivo primario de la cromatografía de gases. El escoger la 
columna apropiada es una decisión importante y difícil en una buena técnica para 
cromatografía de gases. Dentro de ella se encuentra la fase estacionaria líquida 
dispuesta bien sea sobre un relleno sólido denominado soporte o sobre el lado 
interior de la pared.  
  
El tubo de la columna pude ser de cobre, acero inoxidable, aluminio y vidrio tanto 
de forma recta como doblada o helicoidal. La de vidrio es la más recomendable 
para hidrocarburos En general, se usan columnas de acero inoxidables, se 
rellenan enderezadas para obtener un relleno uniforme y se enrolla para facilitar el 
empleo de longitudes largas.  
  
La longitud de la columna rellena varía desde 2 m hasta más de 20 m. Con 
mayores longitudes se obtienen más platos teóricos y mejor resolución. La 
velocidad del gas portador aumenta al pasar a través de una columna rellena y, 
así, solo un corto tramo de una columna larga funciona a velocidad óptima de flujo. 
Esto quiere decir que, con columnas extremadamente largas, el número de platos 
teóricos y la resolución obtenida muestran rendimientos decrecientes. Además, las 
columnas muy largas rellenas requieren presiones muy altas a la entrada [5].  
  
El diámetro externo de las columnas capilares es de 0,15 cm y el diámetro interno 
de 0,025 a 0,05 cm. Para incrementar la capacidad de la columna hay que 
aumentar su diámetro. La eficiencia de la columna disminuye al aumentar el 
diámetro y la resolución es menor.  
  
La columna se encuentra ubicada dentro de un horno o recinto termostatado, ya 
que la temperatura influye de modo importante en la retención de los componentes 
por la columna, y por tanto en la separación de los mismos; por ello, es importante 
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que la temperatura sea constante a lo largo de toda la columna, por lo cual la 
temperatura debe ser fácilmente controlable [5]. 
 
 
4.4.1.4 Sistema de detección. El detector cromatográfico es un dispositivo que 
mide la concentración de cada uno de los componentes de la muestra y genera 
una señal eléctrica proporcional a dicha concentración. Los detectores son 
diversos, y constituyen una parte muy importante del cromatógrafo de gases.  
  
Para seleccionar un buen detector se debe tener una sensibilidad adecuada junto 
con un bajo nivel de ruido, buena estabilidad y reproducibilidad, alta fiabilidad, 
manejo sencillo, y de volumen pequeño.  
  
La sensibilidad es la cantidad de señal generada por unidad de concentración o 
por unidad de más de un analito en el gas transportador. Las unidades de 
sensibilidad se basan en la medida del área de los picos. Por otra parte el detector 
debe ser rápido, capaz de revelar casi instantáneamente variaciones de 
concentración en el gas portador que emerge de la columna cromatográfica; esta 
rapidez de respuesta es inherente a la naturaleza del detector, pero puede 
disminuir si el volumen interno del mismo es grande. Para obtener una buena 
información cuantitativa la respuesta del detector debe ser lineal y con un margen 
de linealidad lo más amplio posible [5].  
 
 
4.4.1.5 Detector de ionización de llama (FID). El detector de ionización de llama 
es el que más se utiliza y por lo general uno de los que más se aplican en 
cromatografía de gases. El efluente de la columna se dirige a una pequeña llama 
de hidrogeno y aire. La mayoría de los compuestos orgánicos producen iones y 
electrones cuando se pirolizan a la temperatura de una llama de hidrogeno-aire. 
La detección implica controlar la corriente producida al recolectar estos portadores 
de carga. Cuando se aplica una diferencia de potencial de unos pocos cientos de 
volts entre el extremo del quemador y un electrodo colector situado por encima de 
la llama, los iones y los electrones se dirigen hacia el colector [6]. 
  
La llama de hidrogeno-aire genera un medio ionizante de gran eficacia para las 
sustancias orgánicas y, por tanto, un sensor que con los complementos 
electrónicos adecuados, constituye un transductor de elevada sensibilidad [5].  
  
El detector FID funciona mediante la pirolisis del material que eluye de la columna 
en una llama de hidrogeno/aire con exceso de oxigeno. Cuando pasan por el 
detector los compuestos separados por la columna, estos reaccionan en la llama 
produciendo cationes. Los iones producidos son conducidos mediante un campo 





El detector de ionización por llama manifiesta una elevada sensibilidad (10-13 g/s), 
un gran intervalo de respuesta lineal (107) y una bajo ruido. La desventaja de este 
detector es la destrucción de la muestra durante el paso de la combustión y la 
necesidad de gases adicionales y controladores [6].  
 
 
4.4.1.6 Detector de conductividad térmica (TCD). Este tipo de detectores, han 
sido de aplicación muy amplia en cromatografía de gases. Son detectores de una 
gran universalidad, buena linealidad, sensibilidad aceptable para la mayoría de 
casos y de manejo relativamente simple.  
  
Cuando un gas se mezcla con otra sustancia gaseosa, su conductividad térmica 
varía respecto a la que poseería cuando estaba puro. Por otra parte, al variar la 
temperatura de un filamento metálico o de un termistor, se cambia el valor de su 
resistencia.  
  
El funcionamiento del detector de conductividad térmica se basa en el principio de 
que un cuerpo caliente perderá calor a una velocidad que depende de la 
composición del gas que lo rodea. Así, la velocidad de pérdida de calor puede 
usarse como una medida de la composición del gas [5].  
  
Las ventajas del detector de conductividad térmica son su sencillez, su amplio 
intervalo lineal, su respuesta general tanto a especies orgánicas como a 
inorgánicas y su carácter no destructivo. Su limitación principal es su sensibilidad 
relativamente baja (10-8 g de soluto / mL de gas portador). Otros detectores son de  
104  a 107  veces más sensibles [6]. 
 
 
4.5 ESPECTROMETRIA DE MASAS MOLECULAR. 
 
 
De todas las herramientas analíticas de que dispone un científico, la 
espectrometría de masas es quizás la de mayor aplicación, en el sentido de que 
esta técnica es capaz de proporcionar información acerca de: la composición 
elemental de las muestras; la estructura de las moléculas inorgánicas, orgánicas y 
biológicas; de la composición cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas y de 
las relaciones isotópicas de átomos en las muestras [7]. Como muchas reacciones 
químicas usadas para análisis, el propósito básico de la espectrometría de masas 
es convertir la muestra en productos que son indicativos de la molécula original. 
Los productos formados son bastante raros: iones positivos gaseosos, cuya masa 
y abundancias relativas son mostrados en el espectro de masa [7]. 
 
 
4.5.1 Impacto Electrónico (IE). Para este método de ionización, el “reactivo” que 
produce los productos iónicos es un haz de electrones enérgicos. Estos son 
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calentados en un filamento incandescente, y viajan a través de la cámara de iones 
hasta un ánodo (trampa de iones) en el lado opuesto. El flujo de moléculas 
vaporizadas de la muestra a una presión de aproximadamente 10-3 Pa (10-5 torr) 
que entra a la fuente interactúa con el flujo de iones para formar una variedad de 
productos, incluyendo los iones positivos. Con la IE se pueden introducir muestras 
de moléculas largas usando la técnica de haz de partículas [7]. 
 
 
4.5.2 Ion Molecular. El ión molecular, M+•; provee la más importante información 
en el espectro de masa. Desafortunadamente, para algunos tipos de compuestos 
el ión molecular no es lo suficientemente estable para ser encontrado con 
apreciable abundancia en el espectro de IE. Para estos casos la espectrometría 
de masas proporciona la técnica de ionización química. Los siguientes son 
requerimientos necesarios pero no suficientes para el ión molecular en un 
espectro de masas: Debe ser el ión con mayor masa en el espectro; debe ser una 
especie radical, que contenga un electrón desapareado; debe ser capaz de 
producir los iones importantes en la región de masas alta del espectro por 
pérdidas de especies neutras lógicas [7]. 
 
 
4.6 VALIDACIÓN DE MÉTODO ANALITICOS 
 
 
La validación de un método analítico se define como un proceso de evaluación 
sistemático para demostrar que el método cumple con los requisitos necesarios 
para el uso que se le va a otorgar, estos requisitos se traducen de manera práctica 
en la determinación de una serie de parámetros de desempeño analítico.  
 
La validación implica que el comportamiento del método se conoce y que se 
puede evaluar la incertidumbre en el valor obtenido, de modo que el usuario puede 
estar seguro del grado de confianza que pueda tener el resultado. Esta debería 
aplicarse cuando se requiere incorporar una técnica nueva al trabajo de rutina del 
laboratorio, también cuando se comparan dos metodologías o bien cuando se está 
desarrollando un método o técnica nuevos [8]. 
 
De acuerdo con la USP los métodos analíticos deben ser validados mediante 
pruebas de laboratorio: "Validación de un procedimiento analítico es el proceso 
mediante el cual se establezca, mediante estudios de laboratorio, que las 
características de funcionamiento del procedimiento de cumplir con los requisitos 
para las aplicaciones de análisis previstos". Las pruebas de laboratorio necesarios 
para la validación del método se han definido en diferentes grupos de trabajo de 






Figura 3. Los parámetros para la validación del método con referencia a la ICH, 





4.7 PARAMETROS DE CALIDAD 
 
 
4.7.1 Selectividad. Se considera selectividad como la habilidad de un método 
para diferenciar y cuantificar uno o varios analitos en presencia de otros 
componentes que se sospecha puedan estar presentes en la muestra. 
 
Las sustancias potencialmente interferentes en una matriz biológica incluyen 
componentes endógenos de la matriz, metabolitos, productos de degradación, 
impurezas entre otros. 
 
 
4.7.2 Linealidad y rango. La linealidad es la capacidad del método para 
proporcionar resultados que son directamente proporcionales a la concentración 
del analitos en la muestra dentro de un rango establecido. 
 
El rango se define como el intervalo entre la concentración superior e inferior del 
analito para el cual se ha demostrado la correcta precisión, exactitud y linealidad 
del método descrito. 
 





 Dentro del rango establecido se recomienda estudiar al menos 5 niveles de 
concentración y analizarlas por triplicado, se establece como criterio práctico 
analizarlas en sentido creciente de concentración para minimizar posibles 
efectos memoria en el equipo. 
 
 Las muestras a analizar se deben preparar a partir de estándares de analito de 
concentración conocida. Este estudio de linealidad puede servir también para 
evaluar la exactitud del método. 
 
 El número de repeticiones de cada muestra dependerá de la precisión del 
sistema instrumental empleado. 
 
Como resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla relacionando las 
concentraciones X y la respuesta Y en este caso áreas. La relación entre ambas 
variables se expresa matemáticamente como una recta de regresión del tipo 
y=b*x+a obtenida por un método de ajuste. 
 
 
4.7.3 Precisión. Es la concordancia mutua entre datos que se han obtenido de la 
misma forma, e indica la medida del error aleatorio de un análisis. Para 
metodologías bioanalíticas se deben evaluar al menos tres concentraciones en el 
rango esperado y realizar cuatro determinaciones por cada  concentración. 
 
Se acepta un coeficiente de variación  igual o inferior al 5%. 
 
Se podrá aplicar además un análisis de varianza para determinar si existe 
diferencia significativa entre las respuestas de cada nivel. 
 
La precisión engloba diferentes tipos de estudios: 
 
 
4.7.3.1 Repetibilidad. Se refiere a la concordancia de los resultados  recolectados 
por el mismo investigador, los mismos reactivos, laboratorio e instrumento en un 
corto periodo de tiempo, se evalúa  determinando el coeficiente de variación (CV) 
o  desviación estándar relativa (RSD). 
 
 
4.7.3.2 Precisión intermedia.  Estudia la variabilidad del método efectuando una 
serie de análisis sobre la misma muestra pero en condiciones operativas 





4.7.3.3 Reproducibilidad. Estudia la variabilidad del método bajo condiciones 
operativas diferentes y en distintos laboratorios. 
 
La precisión de un método analítico se expresa generalmente como el coeficiente 
de variación (CV). 
 
 
4.7.4 Exactitud. La exactitud de un procedimiento analítico expresa la proximidad 
entre el valor que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un 
valor de referencia y el valor experimental encontrado. 
 
 
4.7.5 Concentración mínima detectable. Es la cantidad de concentración de un 
analito que proporciona una señal  igual a la señal del blanco (YSB) más tres 
veces la desviación estándar del blanco SB. 
 
 
4.7.6 Concentración mínima cuantificable. Concentración más baja de un 
analito que puede ser determinada con aceptable precisión y exactitud. Para 
metodologías bioanalíticas el límite de cuantificación debe cumplir los siguientes 
requisitos: 
 
 La respuesta de la señal del analito debe ser mínimo diez veces el ruido. 




4.8 IDONEIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO 
  
 
Consiste en un conjunto de ensayos que permiten comprobar en el momento de 
utilización del método, que el sistema es adecuado para llevar a cabo la 
determinación para la que se ha establecido y validado dicho método. 
 
El test de idoneidad del sistema debe encontrarse vinculado de forma directa a las 
características del método analítico para el que se estableció, ya que debe reflejar 










4.8.1 Parámetros cromatográficos. 
 
 
4.8.1.1 Factor de capacidad. Se interpreta como el número de volúmenes de fase 
móvil necesarios para eluir un compuesto después del volumen inicial contenido 
en la columna, este factor determina la retención de un soluto [10]. 
 
 
4.8.1.2 Número de platos teóricos. Mide el número de equilibrios del paso de la 
fase móvil a la fase estacionaria, su valor es una medida indirecta del ancho del 
pico para un pico a un tiempo de retención específico. La eficiencia de una 
columna y por ende su poder separativo se mide en función de éstos. La eficiencia 
de una columna es una función de sus dimensiones (diámetro, longitud y espesor 
de la película), el tipo de gas portador y su rata de flujo o velocidad lineal 
promedio, del compuesto y de su retención. Su determinación sirve para verificar 
que un método sigue siendo idóneo, controlar el estado de la columna o lo largo 
de su vida útil, para comparar materiales o para optimizar un método analítico. 
Una columna con un alto número de platos entregará un pico más estrecho y 
agudo que una columna con un número bajo de platos. 
 
El número de platos teóricos es solo válido para unas condiciones específicas y en 
lo posible cuando el factor de retención sea mayor que 5. Se debe determinar 
cuándo se cambia la columna, se debe evaluar periódicamente  y determinar 
hasta cuando sirve. Lo recomendable es que cuando el número de platos teóricos 
descienda a un 70% del valor inicial se debe cambiar la columna. 
 
 
4.8.1.3 Factor de asimetría o de cola. El factor de asimetría o de cola es una 
medida de la asimétrica de la señal generada por el analito. Un pico perfectamente 
simétrico tendrá un factor de cola de 1.0. Un pico que presente un 
ensanchamiento por el inicio del pico tendrá valores inferiores a la unidad. Como 
norma general el factor de asimetría debería encontrarse entre 0.8 y 1.5, aunque 
pueden aceptarse valores de hasta 2.0. 
 
 
4.8.1.4 Resolución. Es la medida de la separación entre dos picos. Resulta muy 
útil para controlar el comportamiento de posibles interferencias. 
 
Se entiende como resolución a línea de base obtenida cuando la señal 
correspondiente a las últimas trazas de analito llega a la línea de base antes de 










Tipo o diseño de estudio 
Analítico  y Experimental (prospectivo). 
 
Universo 
Muestras de fluidos de interés forense. 
 
Muestra 
(A conveniencia) seleccionadas acorde a los criterios de inclusión. 
 
Unidad de observación 
Diferentes concentraciones (niveles de concentración) de las soluciones de 
analitos preparados en las matrices biológicas. 
 
Criterios de inclusión 
Muestras de la matriz de interés obtenidas de donadores enriquecidas a 
conveniencia con los analitos hasta niveles de  concentración previamente 
establecidos. Muestras allegadas a la regional por parte de las unidades básicas 
que cumplan los criterios de cadena de custodia y de recepción en el laboratorio. 
 
Criterios de exclusión 
Muestras de la matriz de interés forense 
 
Muestras allegadas a la regional por parte de la unidades básicas que no cumplan 
los criterios de cadena de custodia y de recepción en el laboratorio muestras con 
formaldehído, muestras de sangres coaguladas o putrefactas, muestras de orina 
con menos de 5 mL y muestras sangre con menos de 2 mL. 
 
Definición y medición de variables Independientes 
Concentración: expresa la cantidad de analito por unidad de volumen de matriz 
(orina o sangre) expresada en ng/mL, μg/mL ó mg/mL. 
 
Definición y medición de variables Dependientes 
 
Área (respuesta del equipo): Es el área bajo la curva obtenida en el equipo y debe 
depender linealmente de la concentración del analito. 
 
Plan de tabulación y análisis 
 
Reactivos 
Los estándares de benzodiacepinas fueron adquiridos desde sigma aldrich y 
cerilliant. Los solventes que se utilizaron son grado analítico obtenido de J.T 
Baker. El agua utilizada ultra pura fue obtenida usando el sistema de purificación 
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de aguas Milli-Q (MilliporePacknameQpack 1E Catalogue CPMQ004E Bellford, 
USA), para el secado y derivatización de las muestras se empleo un sistema de 
secado marca labconco. 
 
Cromatógrafo  de gases. 
 
El análisis cromatográfico se realizó en un cromatógrafo de gases Agilent 
Technologies 7890A equipado con un detector espectrómetro de masas con 
cuadrupolo 5975C figura 4. La separación cromatográfica se llevo acabo en una 
columna DB-5-MS (95% Dimetilpolisiloxano- 5% de Fenil), de (30m X 0.25mm X 
0.25 µm).  
 



































5.1 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES Y ESTÁNDARES DE TRABAJO. 
 
 
Se prepararon soluciones patrones individuales, para cada una de las 
benzodiacepinas a una concentración de 100 mg/L en metanol. Las soluciones 
patrón, luego se almacenaron a 4 ºC hasta su uso. A partir de estas soluciones se 
prepararon soluciones estándares de trabajo a varias concentraciones diluidas en 
metanol  en un rango de concentración establecido del orden de ppm. 
  
 
5.2 DETERMINACIÓN SOLVENTE DE EXTRACCIÓN.  
 
 
Para la determinación del  solvente  de extracción  se realizaron varias  
extracciones de una mezcla de  las benzodiacepinas  utilizando diferentes 
solventes  como  son  cloroformo  puro y una mezcla de solventes 
Cloroformo:Isopropanol (9:1) y  Acetonitrilo:Hexano (9:1)  (esta determinación se 
realizo por triplicado), además se realizaron tres (3) extracciones con β-
Glucoronidasa y tres (3)  extracciones  sin β-Glucoronidasa y su posterior análisis 
cromatográfico.   
 
 
5.3  MÉTODO DE EXTRACCIÓN [11,12,14,16-20, 22-25, 34-37, 39-40] 
 
 
5.3.1 Hidrolisis básica. 
 
Adicionar en un tubo de ensayo con capacidad de 15 mL, 2 mL de la muestra de 
orina; adicionar 100 µL de β-glucoronidasa  y 1 mL de solución de tetraborato de 
sodio (pH 10) agitar y confirmar pH de la solución (entre 9 y 10), incubar a 37ºC 
por 2 horas. 
 
 
5.3.2 Extracción con solventes. 
 
 
Dejar enfriar cada tubo a temperatura ambiente, adicionar a cada tubo 3,5 mL de 
Cloroformo, llevar  rotomezclado a 40 rpm por 20 min, seguida de  centrifugación a 
2000 rpm por 10 min, separar la fase  orgánica en un tubo limpio de la fase 
acuosa, seguidamente adicionar a la fase acuosa otros 3,5 mL de Cloroformo, de 
igual manera llevar a rotomezclado por 20 min a 40 rpm seguido de centrifugación 
a 2000 rpm durante 10 min juntar las dos fases orgánicas, se lleva la fase orgánica 








Posteriormente reconstituir con 80 µL de BSTFA + TMS (99:1)  tapar cada tubo 
con papel parafilm y calentar cada tubo a 65 ºC  por 25 min con agitación de 24 
rpm, si se evapora completamente reconstituir con tolueno entre 30 y 80 µL;  llevar 
cada muestra a insertos con viales e inyectar en método cromatográfico.  
 
 
5.3.4 Condiciones cromatográficas. 
 
 
El análisis cromatográfico se realizo en un cromatógrafo de  gases Agilent 
Technologies 7890A equipado con un detector espectrómetro de masas con 
cuadrupolo 5975C. Las condiciones cromatográficas se observan en la tabla 1. 
 
 
Tabla 1: Condiciones cromatográficas [11,12,14,16-20, 22-25, 34-37, 39-40] 
 
 
Columna  HP DB-5-MS (95% Dimetilpolisiloxano- 5% de Fenil), 
de (30m X 0,25mm X 0,25m).  
Horno   Tiempo  
Ti: 120 °C 1 min 
aumenta 10°C/min  
Tf: 295 °C 5 min 
Tiempo de corrida 23,5 min  
Puerto de Inyección Modo  split 
Presión  11,618 psi 
Relación de división 2:1 
Gas portador helio 
 Flujo  1 mL/min 
 
 
5.4 VERIFICACION MÉTODO DE EXTRACCIÓN. 
 
Para la verificación del método de extracción se desarrollaron tres extracciones 
diferentes utilizando el mismo solvente como se describe a continuación: 
 
 
5.4.1  Método de extracción 1. Hidrolisis básica (véase numeral 5.3.1)  dejar 
enfriar cada tubo a temperatura ambiente, adicionar a cada tubo 7 mL de 
Cloroformo, llevar  rotomezclado a 40 rpm por 20 min, seguida de  centrifugación a 
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2000 rpm por 10 min, separar la fase  orgánica en un tubo limpio de la fase 
acuosa, se lleva la fase orgánica a sequedad a 56 ºC con agitación a 40 rpm. 
 
 
5.4.2 Método de extracción 2. Hidrolisis básica (véase numeral 5.3.1) dejar 
enfriar cada tubo a temperatura ambiente, adicionar a cada tubo 3,5 mL de 
Cloroformo llevar  rotomezclado a 40 rpm por 20 min, seguida de  centrifugación a 
2000 rpm por 10 min, separar la fase  orgánica en un tubo limpio de la fase 
acuosa, seguidamente adicionar a la fase acuosa otros 3,5 mL de Cloroformo, de 
igual manera llevar a rotomezclado por 20 min a 40 rpm seguido de centrifugación 
a 2000 rpm durante 10 min juntar las dos fases orgánicas, se lleva la fase orgánica 
a sequedad a 56 ºC con agitación a 40 rpm. 
 
 
5.4.3 Método de extracción 3. Hidrolisis básica (véase numeral 5.3.1) dejar 
enfriar cada tubo a temperatura ambiente, adicionar a cada tubo 7 mL de 
Cloroformo, llevar  ultrasonido por 20 min, seguida de  centrifugación a 2000 rpm 
por 10 min, separar la fase  orgánica en un tubo limpio de la fase acuosa, se lleva 
la fase orgánica a sequedad a 56 ºC con agitación a 40 rpm. 
 
Posterior a cada uno de los  métodos de extracción se desarrolla la 




5.5  IDONEIDAD  DEL SISTEMA 
 
 
Se realizo la inyección de 20 replicas de una solución de trabajo que contenía 
todas las benzodiacepinas con el fin de determinar los parámetros de la columna 
cromatográfica tales como: tiempo de retención (tr), resolución (R),  factor de 
capacidad (k) y número de platos teóricos (N). 
 
 
5.5.1 Tiempo de retención. Cada analito es retenido durante su recorrido 
cromatográfico a un tiempo determinado y ese valor se mantiene mientras no se 
modifiquen las condiciones cromatográficas. El tiempo de retención promedio se 
evaluó al inyectar veinte (20) replicas de los analitos en la matriz de interés sin la 
presencia de los potenciales interferentes. 
 





5.5.2 Factor de capacidad. El factor de capacidad se evaluó al inyectar veinte 
(20) replicas de una mezcla de los analitos en la matriz de interés sin la presencia 
de los potenciales interferentes. 
 
 
5.5.3 Platos teóricos. El número de platos teóricos se evaluó al inyectar veinte 
(20) replicas de una mezcla de los analitos en la matriz de interés sin la presencia 
de los potenciales interferentes. 
 
 
5.5.4 Resolución. La resolución  se evaluó al inyectar veinte (20) replicas de una 




5.6 VALIDACIÓN DEL MÉTODO  
 
 
Los parámetros que se  evaluaron en la técnica de validación son: selectividad, 
especificidad, precisión (repetibilidad y precisión intermedia), límite de detección, 
linealidad, límite de cuantificación y exactitud. 
 
5.6.1 Selectividad. La selectividad se evaluó comparando los siguientes 
resultados cromatográficos para varias réplicas de soluciones preparadas en una 
determinada concentración para cada benzodiacepina: 
 
- Matriz de análisis sin analitos. 
 
- Analito en solución metanolica correspondiente al 100% de la concentración de 
trabajo para cada benzodiacepina. 
 
-Inyección de una solución conteniendo una mezcla de las benzodiacepinas de 
interés en presencia de opiáceos, cocaína y metabolitos,  barbitúricos, fenotiazinas 
y anfetaminas, los cuales pueden ser encontradas en muestras reales. 
 
El método se considera selectivo si ninguno de los blancos u otras sustancias 
analizadas presenta el mismo tiempo de retención de los analitos de interés.  
 
 
5.6.2 Linealidad.  Para determinar la linealidad se construyo una curva de 
calibración con al menos seis (6) niveles de concentración y cuatro (4) réplicas por 
cada nivel, en un rango entre el 25% y el 200% de la concentración terapéutica 




Se aplico regresión lineal para validar los supuesto de intercepto, linealidad y 
pendiente. Mediante el cual se acepto como lineal el método si la pendiente y el 
coeficiente de correlación son significativamente diferentes de cero y si el 
intercepto es significativamente igual a cero. 
 
 
5.6.2.1 Concentración mínima detectable. Para la determinación del la 
concentración mínima detectable se construyo una curva de calibración con al 
menos seis (6) niveles de concentración y cuatro (4) réplicas por cada nivel;  y 





   
 
σ = desviación estándar de la respuesta 
s= La pendiente de la curva de calibración 
 
5.6.2.2 Concentración mínima cuantificable. Para la determinación del la 
concentración mínima cuantificable se construyo una curva de calibración con al 
menos seis (6) niveles de concentración y cuatro (4) réplicas por cada nivel;  y 







σ = desviación estándar de la respuesta 





5.6.3.1 Precisión intermedia. Se realizaron análisis a dos niveles de 
concentración en tres días diferentes, dos analistas y el mismo instrumento. 
 
Se aceptó un coeficiente de variación entre analistas y global menor al 5%. 
 
Se  aplicó además un análisis de varianza para determinar si existe diferencia 










6 TRATAMIENTO ESTADÍSTICO PARA LOS DATOS EXPERIMENTALES 
 
 
 Métodos o técnicas de recolección. El análisis estadístico se realizó 
empleando tablas dinámicas de Excel, sobre la cual se anidarón las formulas 
que permitieron realizar los cálculos y validar los supuestos estadísticos. 
 
 Sesgos potenciales. La presencia de errores sistemáticos puede ocasionar 
sesgos en la interpretación de los parámetros estadísticos de validación al 
afectar la distribución y la exactitud  de resultados como las pesadas en 
balanzas, volúmenes obtenidos en micropipetas, la respuesta del equipo 
cromatográfico y la precisión intermedia. Estos se minimizaron y controlaron al 
aplicar un sistema de gestión metrológica que incluyó la verificación y 
calibración de balanzas y micropipetas, el mantenimiento preventivo, correctivo 
y la calificación operacional del GC-MS. 
 
 Consideraciones éticas. Se debe garantizar que los sujetos donantes hayan 
dado su consentimiento al tratarse de una prueba que requiere toma de 
muestras de sangre y orina y la confidencialidad de la información obtenida 
para los casos de estudio de las muestras enviadas de las unidades básicas. 
 
 
6.1 CÁLCULOS DE IDONEIDAD 
 
 Precisión:  
 









x=media aritmética de los resultados. 
 








 t0 es el tiempo muerto, o sea el tiempo que tarda en salir un compuesto que no es 
retenido por la columna. 




Se acepta un factor de capacidad para valores superiores a 1, consiguiéndose una 
optima resolución con valores mayores a 2. 
 
 Numero de platos teóricos (N): 
 






tR corresponde al tiempo de retención. 
wb la anchura del pico en la línea de base determinado por la tangente ajustada a un % 
de la altura del pico. 
 
Muchos factores afectan el número de platos teóricos: el tiempo de retención, 
longitud  de la columna, la temperatura entre otros 
 
Se acepta platos teóricos superiores a 2000. 
 
 Resolución (R):  






 tR1 y tR2 corresponden al tiempo de retención de los dos pico tR1 < tR2. 
 
w1 y w2 corresponden a la anchura del pico por tangentes C = 2. 
 
El valor mínimo  de resolución aceptable debería ser aquel que permita la 
resolución a línea de base entre los picos de interés. 
 






 Ecuación de la recta. Pendiente y ordenada en el origen 
 
En la recta de regresión 𝑦 = 𝑏𝑥 + 𝑎, x es la concentración, y la respuesta, b el 
valor de la pendiente y, a el término independiente. 
 
La pendiente b se encuentre relacionada con la sensibilidad del método de forma 
que a mayor pendiente mayor sensibilidad. El término independiente a, u 
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ordenada en el origen, es la intersección de la recta con el eje de ordenadas y es 
indicativo del error sistemático. 
 
 
 Coeficiente de Correlación. Los puntos individuales sobre la línea se denotaron 
por (x1,y1),(x2,y2),(x3,y3)…(xi,yi)…(xn,yn), es decir, hay n puntos. La media de los 
valores de x, por lo general, se denomina ?̅?  y la media de los valores de y, ?̅?. 
 
Para estimar si los puntos experimentales se ajustan bien o no a una línea recta, 
calculamos el coeficiente de correlación. 
 
𝑟 =
∑ {(𝑥𝑖 − ?̅?)(𝑦𝑖 − ?̅?)}𝑖





Un minucioso estudio  de esta ecuación muestra que r puede tomar valores en el 
intervalo de -1≤ r ≤ +1. Un valor de r de -1 describe una correlación negativa 
perfecta, es decir, todos los puntos experimentales están en línea recta de 
pendiente negativa. En forma similar, cuando r= +1, tenemos una correlación 
positiva perfecta, ya que todos los puntos están exactamente en una línea recta de 
pendiente positiva. Cuando no existe correlación entre x y y, el valor de r es cero. 
En la práctica analítica, las gráficas de calibración proporcionan frecuentemente 
valores numéricos de r mayores que 0,99. 
 
 
 Coeficiente de determinación. La información obtenida mediante el cálculo de 
R es limitada y no justifica por sí sola la linealidad, siendo R2 (coeficiente de 
determinación) el que aporta una mayor significación estadística ya que expresa 












 Tiempo de Retención. Si el coeficiente de correlación es realmente 
significativo se calcula el valor de tR, usando la ecuación: 
 
𝑡𝑅 =







 Recta de Regresión. Se supone que existe una relación lineal entre la señal 





𝑎 = ?̅? − 𝑏?̅? =



















 Errores en la Pendiente y Ordenada en el Origen de la Recta de Regresión 
 
Calcular el dato estadístico Sy/x, que está dado por: 
 
𝑆𝑦/𝑥 = √{




Se comprueba que esta ecuación utiliza los residuos de y, 𝑦𝑖 − ?̅?𝑖 , donde los 
valores de ?̅?𝑖 son los puntos sobre la recta de regresión calculada, 
correspondientes a los valores individuales de x es decir. En un cálculo de 
regresión lineal el número de grados de libertad es (n-2), esto refleja el hecho 
obvio de que para representar una línea recta sólo se necesita dos puntos. 
 
Después de obtener un valor de Sy/x, podemos calcular Sb y Sa, las desviaciones 
estándar para la pendiente (b) y la ordenada en el origen (a).  
 
Estas están dadas por: 
𝑆𝑏 =
𝑆𝑦/𝑥















Tabla 2. Análisis de variancia linealidad. 
 
 Suma de cuadrados(SC) Grados de 
libertad (gl) 
Variancia  
Regresión 𝑆𝐶𝑅𝐸𝐺 = ∑ 𝑛𝑖(𝑦?̂? − ?̅?)
2 
 






𝑆𝐶𝐹𝐴 = ∑ 𝑛𝑖(𝑦?̅? − 𝑦?̂?)







𝑆𝐶𝐸𝑋𝑃 = ∑ ∑(𝑦𝑖𝑗 − 𝑦?̂?)
2
 ∑ 𝑛𝑖 − 𝑘
𝑖
 𝑉𝐸𝑋𝑃  
total 
𝑆𝐶𝑇 = ∑ ∑(𝑦𝑖𝑗 − 𝑦?̅?)
2
𝑗𝑖
 ∑ 𝑛𝑖 − 1
𝑖






?̅?= media de x 
?̅?= media de y 
SCREG= suma de cuadrados debido a la regresión 
VREG= variancia de la regresión 
SCRES= variación residual debida al error experimental dentro de los grupos más la 
variación debida a la falta de ajustes. 
VRES= variancia residual. 
SCEXP= cálculo del error experimental (suma de cuadrados debido a las réplicas 
dentro de las series). 
VEXP= variancia del error experimental. 
SCFA=cálculo del error de regresión o de falta de ajuste (se debe a las dispersión 
de resultados entre los valores de la recta de regresión y las medias de cada 
grupo). 
SCT=suma de cuadrados total 
VT= variancia total entre series 















2 + ∑ 𝑛𝑖(𝑦?̅? − 𝑦?̂?)
2
+ ∑ 𝑛𝑖(𝑦?̂? − ?̅?)
2
 
        SCEXP                     SCFA 
 
                  SCT           SCRES        SCREG 
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 Normalidad de los residuales. La normalidad de los residuales se puede 
comprobar mediante la representación gráfica que algunos programas 
estadísticos realizan de los mismos o bien aplicando un test de normalidad.  
 
Una vez comprobados estos supuestos, se calcularán los estadísticos F1 y F2 tal y 
como se indicó del ANOVA. 
 
F1exp > F1tablas demuestra la existencia de una pendiente distinta de 0. 
F2exp > F2tablas demuestra la linealidad entre los resultados obtenidos. 
 
Los valores tabulados para F se obtienen de las tablas estadísticas de acuerdo a 
los grados de libertad correspondientes y a un grado de significación α 
normalmente igual a 0,05. 
 
 
Tabla 3. Evaluación de metodología según las hipótesis planteadas 
  
EVALUADORES HIPOTESIS CRITERIO DE ACEPTACION 
Intercepto 
Ho: a = 0 
ta (exp.)<t(tab.) se acepta la  hipótesis 
nula, el intercepto no es 
significativamente diferente de cero. 
Coeficiente de 
correlación Ho: r = 0 
tr(exp.) >t(tab.) se rechaza la hipótesis 
nula, por lo tanto el coeficiente de 
correlación no es igual a cero. 
Pendiente 
Ho: b ≠ 0 
tb(exp.) > t(tab.) se acepta la hipótesis 
nula, donde la pendiente no es 







Precisión intermedia. Se acepta un coeficiente de variación entre analistas y 
global menor al 5%. 
 
Se podrá aplicar además un análisis de varianza para determinar si existe 

































𝑆𝑆𝐸=𝑆𝑆𝑇 − 𝑆𝑆𝑇𝑅 N-a MSE.  
total 







N-1   
 
 
Para verificar que los resultados obtenidos son precisos se plantean las siguientes  
hipótesis: hipótesis nula (H0) no hay diferencia significativa en el sistema entre los 
resultados obtenidos debido a los analistas o a los días e hipótesis alterna (H1) 
hay diferencia significativa en el sistema entre los resultados obtenidos debido a 
los analistas o a los días para cada nivel de concentración.  
 
Para cada nivel de concentración se desarrolla la prueba de F; si  el valor 
calculado de F  ( F0) es menor que el valor de F( Fc) hallado en la literatura, se 
acepta la hipótesis nula, por lo tanto el sistema es preciso; de lo contrario se 
rechaza la hipótesis nula  y se acepta la hipótesis alterna donde el sistema no 























7.  RESULTADOS Y DISCUSION. 
 
Inicialmente se trabajó con 16 benzodiacepinas de las cuales el método de 
extracción y el método cromatográfico identifican cada una de ellas con base en  
su tiempo de retención, sin embargo solo  cuatro (4) de las benzodiacepinas nos 
muestran curvas de acuerdo a los  parámetros establecidos para linealidad (seis 
(6) niveles de concentración y cuatro repeticiones por nivel), con lo cual se 
reportan solo resultados para estas benzodiacepinas las cuales son:  
Dextromethorphan, Flunitrazepam, Midazolam, Ozaxepam.  
 
 
7.1 VERIFICACIÓN SOLVENTE DE EXTRACCIÓN 
  
 
El método que se desarrollo para el análisis del solvente de extracción arrojo como 
resultado que el mejor solvente de extracción es el Cloroformo puro y la mezcla 
Cloroformo:Isopropanol (9:1) ya que se identifican las mismas benzodiacepinas 
con cada solvente, con lo cual se decide trabajar para las posteriores extracciones 




7.2  VERIFICACION METODO DE EXTRACCION.  
  
Durante el desarrollo de la metodología para la estandarización de la técnica se 
encontró que el método de extracción funcionaba adecuadamente realizando una 
solo extracción con el solvente orgánico utilizando un volumen total de 7 ml, sin 
embargo se comprobó que durante el proceso de linealidad, dicho método no era 
adecuado para la construcción de las curvas, es debido a esto que buscando una 
mejor extracción de las benzodiacepinas de nuestra matriz de interés (orina) se 
plantea tres metodologías (véase numeral 5.4). 
 
Se verifico que el mejor método de extracción para las benzodiacepinas  es el 
método de extracción 2 utilizando dos extracciones con el solvente con volúmenes 
de 3,5 mL cada extracción para un volumen final de extracción de 7 mL de 
Cloroformo y es este método de extracción con solventes el cual queda descrito 
en el numeral 5.3  y el cual queda en el proceso de validación y estandarización 










En la figura 5 se observa que los analitos de interés  son separados 
adecuadamente sin que exista solapamiento entre ellos, se observa que la 
resolución es optima para este método por lo tanto la columna se encuentra en un 
buen estado debido que esta  separa a cada analito de interés   obteniendo su  
tiempo de retención característico, para su identificación; además  es posible 
hallar sus iones característicos estos resultados se pueden observar en la tabla 5. 
 
 


















Tabla 5. Fragmentaciones moleculares de los compuestos de interés. 
 
BENZODIACEPINAS tr (min) Iones característicos (m/z) 
Dextromethorphan 12,6 271.1 , 214,171, 150 
Diazepam 15,4 284,283, 256, 221 
Clordiazepoxido 16,6 336,282,247,220 
Clobazam 17,07 300,283,255,231 
Midazolam 17,5 342,325, 310, 297 
Bromazepam 18,2 315, 288, 236, 316 
Clozapine 22,3 326 ,256, 243, 227 
Estazolam 23,4 294, 259, 239,205 
Alprazolam 19,5 308, 279,273, 204 
Flunitrazepam 17,9 312,286, 266, 238 
Norfludiazepam 16,8 288, 259, 177 
Oxazepam 15,6 299,267, 239, 205 
Lorazepam 16,2 239, 274, 302,321 
Temazepam 17,7 271, 256, 165, 300 
Clonazepam 19,7 315,314,280,234 
Nitrazepam 19,2 267,294,248,281 
 
 
7.3 IDONEIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRÁFICO. 
 
 
El cálculo de idoneidad del sistema cromatográfico se realizo con el software del 
equipo, y Excel obteniendo así los resultados que se encuentra en la tabla 6. 
 















17,4 0,03830 0,21967 4,86 5111820,51 4,69 
FLUNITRAZEPAM 
17,6 0,02782 0,15807 4,91 1324385,92 8,94 
 
 
Se observó que los tiempos de retención para cada benzodiacepina presentaron 
un coeficiente de variación menor al 5%, debido a esto podemos aceptar  estos 
resultados dado que no hay diferencia significativa en los datos reportados. Se 
observó para las benzodiacepinas que el factor de capacidad para cada una de 
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ellas reporta valores mayores que dos (2), por lo tanto los picos son selectivos, 
consiguiéndose así una óptima resolución. La cantidad de platos teóricos 
presentan valores  mayores que 2000, es decir, que la columna utilizada se 
encuentra en buen estado para la determinación de los compuestos, de igual 
modo que los parámetros anteriores la resolución deben presentar  valores 
mayores que dos (2) lo que se obtiene para cada benzodiacepina lo cual significa 
que la columna tiene capacidad para separar completamente los analitos y estos 
pueden identificarse claramente cómo se puede observar en la figura 5. Con base 
a los resultados obtenidos anteriormente se considero que el sistema 
cromatográfico fue idóneo para las benzodiacepinas que se  estudiaron. (Ver tabla 
7). 
 
Tabla 7. Parámetros de evaluación Idoneidad del sistema cromatográfico. 
 
Parámetros Evaluados: Criterio de Aceptación 
Tiempo de Retención (TR) CV ≤ 5% 
Desviación estándar DS 
Factor de Capacidad   (k')  >2 
Platos Teóricos (N) >2000 
















7.4 LINEALIDAD DEL MÉTODO. 
  
 
La linealidad del método se comprobó con soluciones entre 5 y 30 ppm para las 
benzodiacepinas todas las soluciones se construyeron  a partir de patrones de 100 
ppm. Aun que la metodología para linealidad utilizada  trataba de 6 niveles de 
concentración  con cuatro repeticiones por nivel, en casos como  Oxazepam 6 
niveles de concentración con 3 repeticiones por nivel, lo cual no interfiere dentro 
de la linealidad del método debido que se recomienda estudiar dentro del rango 
establecido 25% y el 200% de la concentración terapéutica al menos 5 niveles de 
concentración y hacer su  análisis por triplicado. 
 
La tabla 8 muestra los resultados de las curvas para cada benzodiacepina 
presentan en la mayoría de los casos un coeficiente de correlación (R) cercano a 
uno lo cual se indica una buena relación entre la concentración (x) de cada 
benzodiacepina  y su respuesta (y), además también muestra a través del 
coeficiente   de determinación (R2) el cual nos indica el porcentaje del ajuste que 
se ha conseguido con el modelo , es decir, el porcentaje de la variación de y a 
través del comportamiento de x; por lo tanto el modelo planteado posee una gran 
relación de respuestas entre sus variables,  en consecuencia podremos obtener a 
concentraciones altas de las benzodiacepinas una mayor respuesta en su área, lo 
que me permite identificar con facilidad el compuesto de interés en el 
cromatograma; también se puede observar que los limites de detección del 
sistema para las benzodiacepinas son bajos en concentraciones de los nano-
gramos por litro,  con lo cual muestra que se pueden identificar estos compuestos 
a concentraciones bajas en las muestras biológicas de interés forense.  
 
 
Tabla 8. Linealidad del sistema Cromatográfico. 
 





Dextrometorphan 0,9812 0,9628 y=143074537,77x+288927660,78  0,2011 2,011 
Flunitrazepam 0,9748 0,9502 y=11537112,1x-119090,15 2,7201 27,201 
Midazolam 0,9445 0,8920 y=49584585,49x+20871164,15 0,4618 4,618 
Oxazepam 0,9391 0,8819 y=37891319,91x+93943585,31 0,7652 7,652 
 
 
Los resultado obtenidos para el análisis t-student (ver tablas 9 a 12) nos muestran 
que para todas las benzodiacepinas con las hipótesis establecidas, pendiente 
diferente de cero y  el coeficiente de correlación  no es significativamente diferente 






Tabla 9. Datos obtenidos para el análisis t-student de linealidad Dextromethorfan. 
 
DEXTROMETROPHAN 
b 143074537,77 tb(exp.) > t(tab.) 
Se acepta la hipótesis nula, 
donde la pendiente es  





a 288927660,78 ta(exp.)<t(tab.) 
Se acepta la  hipótesis nula, el 
intercepto no es 





tr 23,8593 tr(exp.) >t(tab.) 
Se rechaza la hipótesis nula, por 
lo tanto el coeficiente de 
correlación es  significativamente 





Tabla 10. Datos obtenidos para el análisis t-student de linealidad Flunitrazepam. 
 
PARÁMETRO VALOR CRITERIO DE ACEPTACION 
FLUNITRAZEPAM 
b 11537112,1 tb(exp.) > t(tab.) 
Se acepta la hipótesis nula, 
donde la pendiente es  





a -1197090,15 ta(exp.)<t(tab.) 
Se acepta la  hipótesis nula, el 
intercepto no es 





tr 20,4967 tr(exp.) >t(tab.) 
Se rechaza la hipótesis nula, por 
lo tanto el coeficiente de 
correlación es  significativamente 










Tabla 11. Datos obtenidos para el análisis t-student de linealidad Midazolam. 
 
MIDAZOLAM 
b 49584585,49 tb(exp.) > t(tab.) 
Se acepta la hipótesis nula, 
donde la pendiente es  





a 20871164,15 ta(exp.)<t(tab.) 
Se acepta la  hipótesis nula, el 
intercepto no es 








Se rechaza la hipótesis nula, por 
lo tanto el coeficiente de 
correlación es  significativamente 





Tabla 12. Datos obtenidos para el análisis t-student de linealidad Oxazepam. 
 
OXAZEPAM 
b 37891319,91 tb(exp.) > t(tab.) 
Se acepta la hipótesis nula, 
donde la pendiente  es  





a 93943585,31 ta(exp.)<t(tab.) 
Se acepta la  hipótesis nula, el 
intercepto no es 








Se rechaza la hipótesis nula, por 
lo tanto el coeficiente de 
correlación es  significativamente 









7.4.1 Tablas Anova Curvas de calibración 
 
 
Los resultados obtenidos (tablas 13 a 16) muestra que en el análisis de varianza 
para cada curva de calibración de las benzodiacepinas el valor de F hallado es 
mayor que el valor critico de F con lo cual podemos confirmar que la pendiente es 
significativamente diferente de cero para cada curva de calibración,  por lo tanto, 
se observa la sensibilidad del método (a mayor pendiente mayor sensibilidad) para 
cada curva, concluyendo que el método poseen un comportamiento lineal. 
  
Tabla 13.  Anova curva de calibración Dextrometorphan. 
 
SUMA CUADRADOS GL 
PROM 
CUADRA F Valor critico de F 
REGRESION 3,7207E+19 1 3,5823E+19 569,2694 4,3009 
RESIDUOS 1,3844E+18 22 6,2928E+16     
TOTAL 3,7207E+19 23       
 
Tabla 14. Anova curva de calibración Flunitrazepam. 
 
SUMA CUADRADOS GL 
PROM 
CUADRA F Valor critico de F 
REGRESION 2,9136E+17 1 2,7686E+17 420,1143 4,3009 
RESIDUOS 1,4498E+16 22 6,5901E+14     
TOTAL 2,9136E+17 23       
 
 
Tabla 15. Anova curva de calibración Midazolam. 
 
SUMA CUADRADOS GL 
PROM 
CUADRA F Valor critico de F 
REGRESION 3,0522E+18 1 2,7225E+18 181,6904 4,3009 
RESIDUOS 3,2966E+17 22 1,4984E+16     










Tabla 16. Anova Curva de calibración Oxazepam. 
 
SUMA CUADRADOS GL 
PROM 
CUADRA F Valor critico de F 
REGRESION 2,1367E+18 1 1,8844E+18 119,5037 4,4940 
RESIDUOS 2,5230E+17 16 1,5769E+16     





Precisión intermedia. La precisión intermedia fue desarrollada por dos analistas 
para dos niveles de concentración los cuales se encontraban en el rango de las 
curvas con 3 repeticiones por nivel para cada benzodiacepina, sin embargo en 
algunos casos solo se puede mostrar dos repeticiones por nivel ya que estos 
fueron el número de repeticiones que pudo identificar el cromatógrafo. Los   
resultados son los tiempos de retención de cada una de las benzodiacepinas, 
estos se observan a continuación con su análisis de varianza correspondiente. 
 




ANALISTA 1 ANALISTA 2 GLOBAL 
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA1 DIA 2 DIA 3 
  
5 ppm 
12,6860 12,6060 12,5660 12,6770 12,6420 12,5940 
12,5750 12,6050 12,5690 12,6690 12,6410 12,5920 
  12,6380 12,6100 12,5720 12,6680 12,6340 12,5870   
PROMEDIO 12,6330 12,6070 12,5690 12,6713 12,6390 12,5910 12,6184 
SD 0,0557 0,0026 0,0030 0,0049 0,0044 0,0036 0,0368 

















ANALISTA 1 ANALISTA 2 GLOBAL 
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA1 DIA 2 DIA 3 
  
10 ppm 
12,6800 12,6110 12,5660 12,6640 12,6340 12,5750 
12,6860 12,6070 12,5720 12,6660 12,6270 12,5870 
  12,6660 12,6080 12,5640 12,6660 12,6310 12,5850   
PROMEDIO 12,6773 12,6087 12,5673 12,6653 12,6307 12,5823 12,6219 
SD 0,0103 0,0021 0,0042 0,0012 0,0035 0,0064 0,0442 
CV 0,0810 0,0165 0,0331 0,0091 0,0278 0,0511 0,3499 
 
 










MEDIO F0 Fc 
ENTRE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0014 1 0,0014 1,0644 7,71 
DENTRO DE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0053 4 0,0013     
TOTAL 0,0068 5       
 
 










MEDIO F0 Fc 
ENTRE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0001 1 0,0001 0,0432 7,71 
DENTRO DE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0097 4 0,0024     












ANALISTA 1 ANALISTA 2 GLOBAL 
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA1 DIA 2 DIA 3 
  
5 ppm 
17,0490 17,0920 17,1140 17,0940 17,0260 17,0230 
17,0230 16,8950 16,9650 17,0570 17,0230 16,9880 
17,1060 17,0340 17,0140 17,0800 17,3000 17,0000 
PROMEDIO 17,0593 17,0070 17,0310 17,0770 17,1163 17,0037 17,0491 
SD 0,0425 0,1012 0,0759 0,0187 0,1591 0,0178 0,0437 
CV(%) 0,2489 0,5953 0,4459 0,1094 0,9293 0,1046 0,2566 
FLUNITRAZEPAM 
CONCENTRACIÓN 
ANALISTA 1 ANALISTA 2 GLOBAL 
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA1 DIA 2 DIA 3 
  
10 ppm 
16,9270 16,9070 16,8670 17,1960 17,3460 17,0800 
16,9310 17,0570 16,9650 16,9080 17,0150 16,9700 
16,9220 16,9820 16,9540 0,0000 17,0800 16,9050   
PROMEDIO 16,9267 16,9820 16,9287 17,0520 17,1470 16,9850 17,0036 
SD 0,0045 0,0750 0,0537 0,2036 0,1754 0,0885 0,0840 
CV(%) 0,0266 0,4416 0,3171 1,1943 1,0228 0,5208 0,4938 
 
 









MEDIO F0 Fc 
ENTRE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0017 1 0,0017 0,8370 7,71 
DENTRO DE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0079 4 0,0020     























MEDIO F0 Fc 
ENTRE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0200 1 0,0200 5,2631 7,71 
DENTRO DE LOS 
TRATAMIENTOS 0,0152 4 0,0038 
  
    
TOTAL 0,0353 5         
 
 
En el análisis de varianza (ANOVA) para cada benzodiacepina se realiza la 
comparación para cada concentración entre los resultados obtenidos por cada 
analista durante diferentes días, arrojando como resultado que no existe diferencia 
significativa en el sistema entre los resultados obtenidos debido a los analistas o a 
los días para cada nivel de concentración, es decir, se aprueba la hipótesis nula 
dado que la prueba de F muestra que el F0 es menor que el Fc encontrado en la 
literatura, por lo tanto el sistema para cada benzodiacepina no presenta dispersión 
entre los analistas ni entre los días, esto también se puede observar  mediante el 
coeficiente de variación (CV(%))  para cada analista y el global donde no se 
encuentra variación significativa entre las condiciones operativas; es decir que los 
resultados obtenidos se pueden hacer reproducibles sin presentar variaciones en 





En la figura 6  muestra las benzodiacepinas  Dextrometrophan en presencia de 
barbital, benzoilecgonina, cocaína, escopolamina y morfina. Cada compuesto de 
los mencionados es identificado por el equipo utilizando el método de extracción y 





















Tabla 23. Iones característicos benzodiacepinas utilizadas en selectividad. 
 
BENZODIACEPINAS tr (min) Iones característicos (m/z) 
Dextromethorphan 12,6 271.1 , 214,171, 150 
Midazolam 17,5 342,325, 310, 297 
Flunitrazepam 17,9 312,286, 266, 238 



















La figura muestra que el Dextrometorphan en presencia de las interferencias fue 
identificado a un tR 12,558min. 
 
 























































La figura muestra que la cocaína como interferencia fue identificada a un tR 
13,331min. 
 











































El método se considera selectivo ya que se puede observar una buena separación 
de cada compuesto, además  cada compuesto puede ser identificado por su 
tiempo de retención o iones característicos sin que haya solapamiento de las 
potenciales interferencias en ninguno de los analitos de interés, ni solapamiento 
entre las potenciales interferencias, es decir, se pueden identificar con claridad las 
benzodiacepinas y las potenciales interferencias. 
 
 
7.7  ESTABILIDAD 
 
 
La estabilidad para las benzodiacepinas se ha desarrollado por tres días 
consecutivos, para una mezcla de las benzodiacepinas que contiene 
Dextrometorphan y flunitrazepam  teniendo una mezcla de estas en refrigeración y 




Tabla 24. Estabilidad Temperatura ambiente Dextrometrophan. 
 
DEXTROMETROPHAN 
12,688 12,614 12,594 
12,682 12,669 12,573 
12,683 12,614 12,568 
Promedio 12,6843 12,6323 12,5783 
SD 0,0032 0,0318 0,0138 
CV(%) 0,0253 0,2514 0,1097 
 
 
Tabla 25. Estabilidad Temperatura ambiente Flunitrazepam. 
 
FLUNITRAZEPAM 
17,044 17,000 16,988 
17,041 16,988 17,023 
16,964 17,081 16,988 
Promedio 17,0163 17,0230 16,9997 
SD 0,0453 0,0506 0,0202 
CV(%) 0,2665 0,2972 0,1189 
 
 
Tabla 26. Estabilidad refrigeración 4°C Dextrometorphan. 
 
DEXTROMETROPHAN 
12,697 12,607 12,568 
12,682 12,612 12,568 
12,683 12,612 12,568 
50 
 
Promedio 12,6873 12,6103 12,5680 
SD 0,0084 0,0029 0,0000 
CV(%) 0,0661 0,0229 0,0000 
Tabla 27. Estabilidad refrigeración 4°C Flunitrazepam. 
 
FLUNITRAZEPAM 
17,057 16,988 16,954 
17,113 17,000 17,081 
17,062 17,000 17,034 
Promedio 17,0773 16,9960 17,0230 
SD 0,0310 0,0069 0,0642 
CV(%) 0,1815 0,0408 0,3772 
 
 
Los resultados obtenidos para estabilidad (refrigeración 4 °C y temperatura 
ambiente) muestran que son estables en el tiempo ya que el coeficiente de 
variación para cada medida es inferior al 5%; es decir; no hay diferencia 
significativa entre medidas para cada día por lo tanto los resultados son 
reproducibles bajo las diferentes condiciones de temperatura, además las  
benzodiacepinas  mostraron tener estabilidad tanto a condiciones ambientales 

































 Se  estandarizó y validó una metodología de extracción y de identificación de 
benzodiacepinas y sus metabolitos en fluidos  de interés forense  empleando 
GC/MS, dicha metodología para cualificar las benzodiacepinas en muestras de 
orina. 
 
 En presencia de interferencias o sustancias las cuales  pueden ser consumidas, 
junto con las benzodiacepinas el método propuesto permite identificar las 
benzodiacepinas de manera clara al igual que las potenciales interferencia. 
 
 Los parámetros de idoneidad del sistema cromatográfico muestran que la 
metodología desarrollada es adecuada y que el equipo se encuentra en 
condiciones óptimas para la cualificación de las benzodiacepinas y sus 
metabolitos. 
 
 En la evaluación de linealidad del método analítico validado, para las 
benzodiacepinas se  obtuvieron coeficientes de correlación (R) y de  
determinación (R2) cercanos a uno, demostrando así que existe una  relación 
entre la concentración de la benzodiacepinas y el área de respuestas  y que el 
método puede ser explicado con un alto grado de sensibilidad a la vez que 
también los compuestos poseen bajos limites de detección (ng/L). 
 
 Al realizar el test de ANOVA para cada benzodiacepina, se logró determinar 
que no hay variación significativa entre los datos. El método no presentó 
variaciones frente al cambio de condiciones operativas, tales como el analista, 
la preparación de la muestra y el día de análisis.  
 
 Los resultados obtenidos en la validación del método permiten asegurar que es 
confiable y preciso, ya que este cumple con  los criterios de validación.  
 
 La metodología desarrollada para la determinación de las benzodiacepina por 
GC/MS  permite la cualificación de varias benzodiacepinas como se expresa en 
la tabla N° 5 además de también ser un método el cual puede identificar las 
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